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Medicine, Houston, TX. Long Evans rats were housed with a 12-hour light (6 am-6 pm): 12-hour dark (6 pm-6 am) cycle. At 8 to 9 weeks old, a sub set of rats were switched from normal chow to a high-fat diet (60% calories from fat) for the remainder of the study (5 weeks total).
Endotracheal Obstruction Device Implantation
Rats, 10 to 11 weeks old, were implanted with an endotracheal obstruction device as described previously. 14, 15 Sham rats underwent identical surgical procedures and device implantation, but endotracheal obstruction devices were never inflated. Rats that underwent periods of apnea are referred to as OSA rats and the sham-controls are referred to as sham rats.
Experimental Alterations of the Gut Microbiota
The gut microbiota were altered by antibiotics or cecal contents transplantations. Details of each protocol are outlined in the online-only Data Supplement.
Noninvasive Blood Pressure Measurements
Tail-cuff plethysmography (Harvard Apparatus) was used to measure systolic blood pressure in unanesthetized rats between 8 am and noon, before, and after 7 and 14 days of OSA or sham. A minimum of 5 consecutive readings, without movement artifact, were averaged for each measurement.
Gut Microbiota Analysis
Fecal samples were collected in sterile tubes before and after 14 days of OSA or sham and stored at −80°C. Detailed methods for identification and analysis of the gut microbiota makeup, using 16S rRNA sequences, are outlined in the online-only Data Supplement.
Statistics
Line and bar plot data are expressed as mean±SEM, box plots present median and quartiles. When analyzing blood pressure during several time points, a 2-way repeated measures ANOVA was used followed by a Holm-Sidak test for individual comparisons when appropriate. Differences were considered statistically significant if P≤0.05. Statistics used for various microbiome analysis are presented in the online-only Data Supplement.
Results
OSA Synergizes With a High-Fat Diet to Produce Hypertension in Long Evans Rats
OSA (60 apneas/hour for 8 hours during the sleep cycle) for 2 weeks had no effect on blood pressure in 10-week-old rats compared with sham rats ( Figure 1A) . Similarly, high-fat diet alone (60% total calories from fat for 5 weeks) had no significant effect on blood pressure ( Figure 1B ). However, when OSA was started after 3 weeks of high-fat diet, blood pressure increased 24 and 29 mm Hg after 1 and 2 weeks of OSA, respectively ( Figure 1B ). Although body weight was greater in rats on a high-fat diet (393±10 g) when compared with rats on a normal chow diet (376±11 g), the difference was not statistically significant. Note that neither OSA alone nor high-fat diet alone produced hypertension, yet when combined the 2 synergized to produce hypertension. Figure 1C illustrates that administration of oral antibiotics, a tool often used to alter gut microbiota, prevented the increased blood pressure in rats on a high-fat diet and undergoing OSA. In addition to altering the composition of the gut microbiota (Figure 2A ), oral antibiotics dramatically decreases the gut biomass. 16 These data suggested that dysbiosis may play a role in OSA-induced hypertension. Figure 2A demonstrates the effects of diet, apnea, and antibiotics on the major phyla of the gut microbiota. High-fat diet led to a significant increase in the Firmicutes: Bacteroidetes (F:B) ratio, a well-established signature of gut dysbiosis ( Figure 2B ). 17 The F:B ratio of OSA rats on a high-fat diet tended to be lower than rats on a high-fat diet alone; however, this was not statistically different (P=0.112). In addition, gut dysbiosis is generally accompanied by a decreased diversity of the bacteria present. The Chao 1 richness index, which takes into account the total number of distinct genera present, was significantly decreased after high-fat diet ( Figure 2C ). The Shannon index of diversity, which takes into account richness and abundance, was not statistically different between chow and high-fat fed rats. OSA did not alter the Chao 1 or Shannon indices in rats compared with their corresponding sham group. It seems that a major contributor to the gut dysbiosis in our study was high-fat diet. Figure 3 shows the bacterial taxa (class, order, family, and genus) that were altered by high-fat diet or by OSA, according to LEfSe analysis. 18 Although the goal of our analysis was to classify bacteria to the genus level, the incomplete nature of available bacterial reference databases only allowed us to classify to the level of class, order, or family in some cases. When bacteria could not be classified to the genus level, we report the lowest taxonomic level achieved in that analysis. In Figure 3 , the fold change in relative abundance (to the log 10 ) of statistically significant taxa are depicted on the horizontal axis. Prominent changes occurred after a high-fat diet alone (no OSA) where the relative abundances of 11 taxa were increased (black in Figure 3A ) and 9 taxa were decreased (white) when compared with rats on a chow diet alone. OSA in rats on a normal chow diet also produced several changes in the microbiota taxa compared with sham rats on a chow diet ( Figure 3B ). Rats on a high-fat diet and undergoing OSA showed decreases in the relative abundances of 3 taxa when compared with the microbiota from sham rats on a high-fat diet ( Figure 3C ). However, no single taxon or group of taxa responsible for the increased blood pressure in OSA rats on a high-fat diet was readily apparent at this point in our analysis.
OSA-Induced Hypertension Is Associated With Alterations to the Gut Microbiota
Potential bacterial metabolites involved with hypertension in OSA rats on a high-fat diet were examined using PICRUSt analysis to predict functional gene family abundances using 16S rRNA data. When comparing the microbiota of high-fat OSA compared with chow-fed OSA rats, we determined that multiple steps of the butyrate (ie, butanoate) metabolism pathway were predicted to be downregulated. Most prominent was the predicted decrease in the relative abundance of acetate CoA transferase, the final enzymatic step in butyrate production ( Figure  S1 ). Butyrate, a short chain fatty acid (SCFA) produced by bacterial fermentation of dietary fibers in the gut, has been shown to play an important role in maintaining overall gut health.
In addition to changes in SCFA producing bacteria, LEFSe analysis demonstrated that the effects of diet and apnea were characterized by many bacteria involved in lactate metabolism, including Lactococcus, Coprobacillus, and Holdemania ( Figure 3A and 3C). We observed an increase in the relative abundance of the lactate-producing genus Lactococcus with high-fat diet, that was completely absent on normal chow diet. This genus was unaffected by OSA ( Figure 3F ).
Hypertensive Phenotype of OSA Rats Is Transferrable Via the Gut Contents
To definitively isolate the role of the gut in OSA-induced hypertension, we transplanted cecal contents from donor rats into the gastrointestinal tract of recipient rats, with the goal of establishing a gut microbiota similar to the donor. 21 Recipient rats, on a normal chow diet, were gavaged with cecal contents from donor sham (normotensive) or OSA (hypertensive) rats on a high-fat diet ( Figure 4A ). All recipient rats remained on normal chow and underwent 2 weeks of OSA. Recall that OSA rats on normal chow diet do not develop hypertension ( Figure 1A ). Recipient rats that received the cecal contents from a sham donor on highfat diet had no change in blood pressure ( Figure 4A ). However, rats receiving cecal contents from an OSA donor on high-fat diet exhibited a 14 and 32 mm Hg increase in blood pressure at 7 and 14 days of OSA, respectively ( Figure 4A) .
Examination of the microbiota after 2 weeks of OSA revealed several differences between rats gavaged with normotensive sham versus hypertensive OSA cecal contents. Rats that received cecal transplants from OSA versus sham donors exhibited a significant increase in the relative abundance of bacteria belonging to the family Coriobacteriaceae, which contains numerous genera known to produce lactate ( Figure 4B ). In Figure 1 . Obstructive sleep apnea (OSA)-induced hypertension requires a high-fat diet. A, Sham and OSA rats fed a normal chow diet had no difference in systolic blood pressures (n=4 per group). B, On high-fat diet OSA rats exhibited significantly higher systolic blood pressure, when compared with sham rats, after 7 and 14 days of OSA (n=10-13 per group). C, OSA-induced hypertension was prevented by oral antibiotic treatment (n=6-9). Data are shown as the mean±SEM, *P<0.05 for sham vs OSA. Ab indicates antibiotic; and HFD, high-fat diet. 
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addition, there was a ≈4-fold decrease in the relative abundance of the genus Eubacterium, known to convert lactate to butyrate, in OSA versus sham cecal transplant rats ( Figure 4C ).
22
Gavaging cecal contents into naive rats had no effect on blood pressure regardless of whether the donor was sham (normotensive) or OSA (hypertensive) ( Figure 4D ). These findings demonstrate that gut contents from a rat on high-fat diet and OSA are capable but not sufficient to induce hypertension in a recipient rat, and requires OSA post-transplantation.
Discussion
We provide strong evidence that the gut microbiota plays a key role in the development of hypertension in our rat model of OSA. We report 3 major findings. (1) In our rat model of OSA, a complicating condition, such as that associated with high-fat diet, was required to produce hypertension. (2) Gut dysbiosis, and not other factors associated with a high-fat diet, was involved in the development of OSA-induced hypertension. (3) Gut dysbiosis associated with OSA-induced hypertension involved significant decreases in bacteria involved in butyrate production and increases in bacteria involved with lactate production.
We have previously demonstrated that 2, 4, or 8 weeks of OSA in young healthy Long Evans rats (10 weeks old) does not produce hypertension (D. Durgan and R. Bryan, unpublished data).
14,15 However, we do note that the effect of OSA alone does seem to be strain dependent. 23 In this study, we demonstrated that Long Evans rats require a complicating condition in order for OSA to produce hypertension ( Figure 1 ). The purpose of combining high-fat diet with apneas was to mimic the human conditions where OSA is often accompanied by a complicating condition (obesity, diabetes mellitus, or aging). [1] [2] [3] Neither OSA alone nor high-fat diet alone altered blood pressure, yet the 2 synergized to produce hypertension. Of note, a possible synergy between OSA and comorbid conditions in humans is often disregarded.
Although previous studies have provided a provocative correlation between gut dysbiosis and hypertension in rat models and humans, a direct cause and effect relationship had not been previously established. 24, 25 Our cecal transplantation studies go beyond an association or correlation, and conclusively demonstrate the involvement of the gut in OSA-induced hypertension ( Figure 4) . Furthermore, we demonstrate that changes to the gut microbiota result from both high-fat diet and OSA (Figures 3 and 4) .
Analysis of the gut microbiota revealed decreased bacteria associated with the production of butyrate, a SCFA, and increased bacteria associated with the production of lactate. The SCFAs, butyrate, propionate, and acetate, are produced by many bacterial species when dietary fiber is fermented in the colon. Each of these SCFAs is beneficial in maintaining gut health and homeostasis. Most prominently, butyrate has been shown to confer cardioprotection, reduce obesity, and improve insulin sensitivity by maintaining gut barrier function, reducing inflammation, and inhibiting histone deacetylation to alter transcriptional regulation. 19 In addition, SCFAs can be absorbed into the circulation and affect blood pressure through activation of various G protein-coupled receptors in the vascular wall. 16 Our analysis revealed that OSA rats on a high-fat diet (hypertensive) had decreased abundance of multiple butyrateproducing taxa (Figure 3) . A decrease in the production of butyrate could destabilize the gut epithelial barrier through mechanisms mentioned above or enhance vascular tone, especially in the kidney, leading to hypertension when the rat undergoes OSA.
Plasma lactate levels are associated with an increase in blood pressure. 26 In our model, high-fat diet led to an increase in the relative abundance of lactate-producing genera Lactococcus and Coprobacillus ( Figure 3A and 3F ). In addition, we observed a decrease in the family Ruminococcaceae ( Figure 3D ), which negatively correlates with plasma lactate levels. 27 These findings demonstrate significant alterations to the gut microbiota of OSAinduced hypertensive rats; with an overall decrease in butyrate and increase in lactate-producing bacteria. Similar shifts in butyrate and lactate producers were previously reported for spontaneously hypertensive and angiotensin II rat hypertension models. 24 In support of the idea that altered microbial butyrate and lactate production contributes to OSA-induced hypertension, similar microbial community shifts were observed after microbiota transplant with decreased butyrate and increased lactate producers ( Figure 4 ). Of note, our studies did not conclusively demonstrate that butyrate or lactate were responsible for the OSAinduced hypertension. However, our studies do provide direction for mechanistic hypotheses examining how dysbiosis synergizes with OSA to result in hypertension. Stimulation of the sympathetic nervous system in the gut compromises gut barrier function, and it is capable of altering the microbiota. 28, 29 Importantly, OSA is a powerful stimulus of the sympathetic nervous system. 1 Together the effects of high fat-induced dysbiosis and OSA sympathetic activation may result in further dysbiosis, gut barrier disruption, translocation of gut bacteria or endotoxins, and systemic inflammation, which has been shown to contribute to the development of hypertension in various models.
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Perspectives
The gut microbiota plays a critical role in modulating host metabolism, immunity, and inflammation. Studies have linked gut dysbiosis to pathologies beyond the gastrointestinal tract, including obesity, diabetes mellitus, and atherosclerosis. Previous studies have demonstrated an association between gut dysbiosis and hypertension; however, a direct causal relation between the 2 was lacking. We demonstrate that high-fat diet-induced gut dysbiosis is not only associated with, but is an underlying component of OSA-induced hypertension. Our studies demonstrate an important link between gut dysbiosis and blood pressure, and suggest manipulation of the microbiota may hold promise as a treatment of hypertension. 
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What Is New?
• We demonstrate a causal role for gut dysbiosis in the development of obstructive sleep apnea-induced hypertension.
• High-fat diet and obstructive sleep apnea-induced dysbiosis can be characterized by a decrease in butyrate-producing bacteria.
• Cecal transfer experiments demonstrate that gut dysbiosis synergizes with obstructive sleep apnea to induce hypertension.
What Is Relevant?
• Understanding the role of the gut microbiota in hypertension not only contributes to our understanding of the pathogenesis of this prevalent disorder, but also offers a new potential target for therapeutics.
Summary
High-fat diet synergizes with obstructive sleep apnea resulting in a dysbiotic microbiota that is capable of producing hypertension. Methods to prevent or manipulate gut dysbiosis may be beneficial in the treatment of hypertension. 
Novelty and Significance
Materials and Methods
All animal procedures were performed in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th edition, published by the National Institutes of Health (NIH) and were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at Baylor College of Medicine, Houston, TX. Long Evans rats were housed in a satellite facility with a 12 hr light (6AM-6PM): 12 hr dark (6PM-6AM) cycle. Starting at 8-9 weeks old, a sub set of rats were switched from normal chow to a high fat diet (60% calories from fat, Harlan Teklad TD06414; Milwaukee, WI) ad libitum for the remainder of the study (5 weeks total). Rats were cohoused with members of the same study group until the time of sham or OSA surgery, when they were individually housed for the remainder of the study.
Endotracheal Obstruction Device Implantation: Rats, 10-11 weeks old, were anesthetized with CCM DEAIII-Rodent Cocktail (Ketamine 37.5 mg/mL, Xylazine 1.9 mg/mL, Acepromazine 0.7 mg/mL; 1 μL/gram body weight). An obstruction device or balloon, which was fabricated from silicone tubing, was inserted into the lumen of the trachea caudal to the thyroid.
1, 2 The silicone obstruction device was attached to PE-50 tubing that was tunneled under the skin and exited the back of the neck. The externalized PE-50 tubing was passed through a spring attached to the rat by a harness at one end and a swivel mounted at the top of the cage at the other end. The swivel allowed free movement of the rat within the cage. The obstruction device did not significantly impede the movement of air when deflated but completely occluded the airway in the trachea when inflated by pressurizing the system. 1 Beginning the day of surgery, the animals were treated for three days with an analgesic (5 mg/kg Ketoprofen, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, IA) and a topical antibiotic (3.5 mg Neomycin Sulfate, 10,000U Polymixin B Sulfate, 400U Bacitracin Zinc).
Computer Controlled Inflation of Obstruction Device:
Following a one week recovery from surgery, rats were subjected to 2 weeks of 60 apneas per hour (each apnea 10 seconds in duration) for 8 hours a day (8AM-4PM) during the sleep cycle. Durations between apneas were varied to prevent the rats from predicting when an apnea would occur.
Apneas were produced by inflating the balloon using compressed air. The timing and duration of the inflations were controlled by an AD Instruments Power Lab stimulator output using LabChart 7(AD Instruments; Colorado Springs, CO) and a custom-built solenoid valve/ gas regulator. 2 The balloon pressure was monitored at all times using a pressure transducer. On occasions, leaks in the inflation system occurred which could be readily determined when pressures did not achieve the predetermined set-point. When leaks did occur, the source of the leak was located (swivel or tube connections) and repaired. If the leak was in the balloon, the animal was removed from the study.
Sham rats underwent identical surgical procedures and device implantation, but endotracheal obstruction devices were never inflated. In the present study, the experimental rats undergoing periods of apnea are referred to as "OSA rats" and the sham-controls are referred to as "sham rats".
The gut microbiota were altered experimentally using two different methods.
1. Antibiotic Treatment: Gut microbiota were altered in sham and OSA rats by administering broad spectrum antibiotics (1g/L ampicillin and 0.5g/L neomycin) in the drinking water at the onset of high fat diet (8-9 weeks) and for the remainder of the study. 3 2. Cecal Contents Transplantation: Cecal content transplants into recipient rats were carried out as previously described. 4 Briefly, cecal plus colonic contents were isolated and pooled from rats on high fat diet following 2 weeks of OSA or sham. Cecal contents were diluted 1:20 in sterile PBS and centrifuged at 1000 rpm for 5 minutes. The supernatant was aliquoted and stored at -80ºC. Starting 1 week before implanting the endotracheal obstruction device, recipient rats were administered a cocktail of ampicillin, gentamycin, metronidazole, neomycin (each at .25 mg/day) and vancomycin (.125 mg/day) once daily for 10 consecutive days by oral gavage. The purpose of the antibiotic treatment was to reduce the preexisting microbiota as much as possible to assist in repopulating with microbiota from donor rats.
Forty-eight hours after the last antibiotic treatment recipient rats were orally gavaged with donor cecal contents (1 mL) for 4 consecutive days plus an additional booster inoculation 10 days after the original. All recipient rats were fed a normal chow diet and were randomized into naïve or OSA groups. Thus, the experimental design for this study consisted of four groups of rats: (1) naïve rats with guts repopulated with cecal contents from sham donor rats on a high fat diet, (2) naïve rats with guts repopulated with cecal contents from OSA donor rats on a high fat diet, (3) OSA rats with guts repopulated with cecal contents from sham donor rats on a high fat diet, and (4) OSA rats with guts repopulated with cecal contents from OSA donor rats on a high fat diet (Figs. 4A and B) .
Non-Invasive Blood Pressure Measurements:
Tail cuff plethysmography (Harvard Apparatus) was used to measure systolic blood pressure between 8 AM and noon, before and following 7 and 14 days of OSA or sham. A minimum of 5 consecutive pressure reading were averaged for each measurement.
Gut Microbiota Analysis:
Fecal samples were collected in sterile tubes before and after 14 days of OSA or sham and stored at -80ºC. DNA was extracted using MO BIO PowerMag Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories), according to the manufacturer's protocol. For data presented in Figures 2 and 3 , 16S rRNA gene sequence libraries were generated using the V4 primer region on the Illumina MiSeq platform. Using the quality trimming features in QIIME (v.1.7.0), 16S rRNA gene sequences with ambiguous base calls or having quality scores <20 were removed. 5 After trimming barcodes and primers, all remaining reads were clustered into operational taxonomic units (OTUs) by open-reference OTU-picking with a 97% similarity threshold using the UCLUST algorithm and Greengenes reference database (v13.5) as implemented in QIIME. 6 OTUs were screened for chimeras using
ChimeraSlayer, and potential chimeras were removed from further analysis. 7 OTUs identities were assigned using the Ribosomal Database Project Classifier and Greengenes reference database with a confidence score ≥ 80%. 8 All 16S rRNA gene sequence libraries were randomly subsampled to 8000 sequences per sample prior to downstream analysis, including the calculation of diversity indices and comparison of relative abundances.
Analysis of the microbiome following gut contents transplant experiments (Fig. 4 ) followed the same workflow outlined above with the following differences. 16S rRNA gene sequence libraries were generated using the V3-V5 primer region on the Roche 454 platform.
9 QIIME was used to trim barcode and primer sequences, as well as filter reads which contained ambiguous base calls, homopolymeric spans >6, average quality scores < 20, and lengths shorter than 200 bp. After quality filtering, all remaining reads were clustered into OTUs by closed-reference OTU-picking with a 97% similarity threshold using the Greengenes reference database (v13.5) and the UCLUST algorithm, as implemented in QIIME v1.7.0. OTU identities were assigned using the Greengenes (v13.5) database and a confidence score of ≥ 97%. All 16S rRNA gene sequence libraries were randomly subsampled to 3000 sequences per sample prior to downstream analysis, as described above.
The Chao 1 and Shannon diversity indices were calculated in QIIME. Normality was evaluated using the Shapiro-Wilk test. Two-way analysis of variance was performed followed by Holm-Sidak post-hoc analysis when main effects were found to be significant. Relative abundance of microbial taxa was compared between groups in STAMP using two-way analysis of variance followed by Tukey-Kramer post-hoc analysis (four-group comparison), or Welch's t-test (two-group comparison). 10 Differences were considered statistically significant if p≤0.05.
Linear Discriminate Analysis Effect Size (LEFSe): LEFSe analysis was performed through the Huttenhower lab galaxy site (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy) using subsampled 16S rRNA gene sequence data (without prescreening) isolated from fecal samples (described above). The LEFSe algorithm was used to identify taxa characterizing the differences between 2 groups (i.e., chow vs. high fat diet and sham vs. OSA). 11 The algorithm first uses the non-parametric factorial Kruskal-Wallis (KW) sum-rank test (α=0.05) to detect features with significant differential abundance, followed by Linear Discriminant Analysis to estimate the effect size of each differentially abundant taxa.
11
Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt): PICRUSt analysis was performed through the Huttenhower lab galaxy site (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy) to predict functional gene family abundances (e.g. the predicted metagenome) from subsampled 16S rRNA gene sequence data isolated from fecal samples (described above). 12 Significant differences in predicted gene abundance between chow and high fat fed OSA rats were determined by Student's t-test. Differentially abundant genes were visualized in the context of metabolic pathways using the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes mapper function at http://www.kegg.jp/kegg/atlas/. 
Figure S1
Figure S1. Predicted effects of diet on terminal enzymes in butyrate (butanoate) production. PICRUSt analysis was used to predict significant differences in gene abundance resulting from changes in the microbiota due to diet. Red= significant decrease in relative abundance in high fat compared to chow diet. Green= significant increase in relative abundance in high fat compared to chow diet. *= acetate CoA transferase. n=4 for chow and 7 for high fat diet. Resumen: Los individuos que presentan apnea obstructiva del sueño (AOS) tienen mayor riesgo de hipertensión sistémica. Cada vez es más evidente la importancia de una flora (microbiota) intestinal saludable y los efectos deletéreos de una flora disbiótica en la fisiología del huésped. Investigamos la hipótesis de que la disbiosis intestinal contribuye a la hipertensión observada en caso de AOS. Se creó un modelo de AOS en ratas mediante la insuflación de un balón traqueal durante el ciclo de sueño (insuflación de 10 s, 60 por hora). Con dieta balanceada normal, la AOS no ejerció ningún efecto sobre la presión arterial; en cambio, en ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, la presión arterial aumentó 24 y 29 mm Hg después de 7 y 14 días de AOS, respectivamente (P < 0,05 en cada caso). Se efectuó la caracterización de la comunidad bacteriana en pellets (microesferas) fecales aisladas antes y después de 14 días de AOS en ratas que recibían alimento balanceado o dieta hipergrasa. La dieta hipergrasa y la AOS indujeron alteraciones significativas de la flora intestinal, incluidos descensos de los taxones bacterianos que es sabido que producen el ácido graso de cadena corta butirato (P < 0,05). Por último, el trasplante de contenido disbiótico del ciego de ratas hipertensas con AOS alimentadas con dieta hipergrasa a ratas receptoras con AOS alimentadas con dieta balanceada normal (que mostraron ser normotensas) causó hipertensión similar a la del donante (aumento de 14 y 32 mm Hg después de 7 y 14 días de AOS, respectivamente; P < 0,05). Estos estudios demuestran una relación causal entre disbiosis intestinal e hipertensión, y sugieren que la manipulación de la flora puede ser un tratamiento viable para la hipertensión inducida por AOS y, posiblemente, para otras formas de hipertensión. L a apnea obstructiva del sueño (AOS) es un trastorno prevalente caracterizado por colapso reiterado de las vías respiratorias superiores durante el sueño.
Microbioma intestinal e hipertensión
1,2 Cada episodio apneico induce períodos transitorios de hipoxia, hipercapnia y presiones intratorácicas negativas excesivas cuando el paciente intenta respirar otra vez a través de una vía respiratoria cerrada.
2,2 Además, la actividad simpática aumenta con el despertar cuando se resuelve cada apnea. 3 Las estimaciones sugieren que del 5 al 25% de la población adulta occidental presenta AOS clínicamente significativa.
1 Los factores de riesgo de AOS, como obesidad y envejecimiento, están aumentando, lo que sugiere que la carga de AOS continuará aumentando en los años venideros.
2
La AOS es un factor de riesgo significativo de numerosos trastornos cardiovasculares y, en muchos casos, aumenta la gravedad y la progresión de la enfermedad.
2,3 En la hipertensión primaria, la prevalencia de AOS es de ≈ 35%. 4 En pacientes con hipertensión farmacorresistente, la prevalencia de AOS asciende a ≈ 65-80%. [5] [6] [7] Más aún, en esta población, el tratamiento de la AOS es más eficaz para reducir la presión arterial que múltiples medicamentos, lo que sugiere que la AOS desempeña un papel integral en la hipertensión.
8
Todas las superficies de nuestro cuerpo expuesta al ambiente están cubiertas por bacterias comensales. Estas bacterias, denominadas flora (microbiota), superan en número a nuestras propias células en una relación 10:1, y el 70% de ellas residen en el tubo digestivo. 9 En condiciones normales, hay una relación mutualista entre el huésped y la flora intestinal. El huésped provee nutrición y un ambiente de vida adecuado para las bacterias, mientras que la flora ayuda a mantener la respuesta inmunitaria, actúa como barrera contra patógenos invasores y aporta nutrientes al huésped.
10,11
Los cambios de composición de la flora, denominados disbiosis, pueden comprometer esta relación mutualista. Los desencadenantes propuestos de estos cambios bacterianos son el uso excesivo de algunos antibióticos, los agentes infecciosos y la dieta.Febrero 2016 intestinal contribuye a la hipertensión observada en la AOS.
Materiales y métodos
Se dispone de una descripción detallada de Materiales y métodos en el Suplemento de datos solo en línea.
Los procedimientos en animales se llevaron acabo de acuerdo con la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8 a edición (Guía de cuidado y uso de animales de laboratorio), publicada por National Institutes of Health, y fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Baylor College of Medicine, Houston, TX. Se alojaron ratas Long Evans con un ciclo de 12 horas de luz (6 am-6 pm) y 12 horas de oscuridad (6 pm-6 am). A las 8-9 semanas de edad, se rotó a un subgrupo de ratas de alimento balanceado normal a una dieta hipergrasa (60% de las calorías provenientes de grasas) durante el resto del estudio (5 semanas en total).
Implante del dispositivo de obstrucción endotraqueal
Se implantó un dispositivo de obstrucción endotraqueal, como se describió previamente, a ratas de 10 a 11 semanas de edad.
14,15 Las ratas de referencia (sham rats) fueron sometidas a procedimientos quirúrgicos e implante de dispositivo idénticos, pero nunca se insuflaron los dispositivos de obstrucción endotraqueal. Las ratas sometidas a períodos de apnea se designan AOS y los controles de referencia se denominan ratas de referencia.
Alteraciones experimentales de la flora intestinal
Se alteró la flora intestinal mediante antibióticos o trasplante de contenido cecal. Los detalles de cada protocolo se reseñan en el Suplemento de datos solo en línea.
Mediciones no invasivas de la presión arterial
Se utilizó pletismografía con manguito en la cola (Harvard Apparatus) para medir la presión arterial sistólica de ratas no anestesiadas entre la 8 am y el mediodía, antes y después de 7 y 14 días de AOS o simulación del procedimiento. Para cada medición, se promedió un mínimo de 5 lecturas consecutivas sin artefacto de movimiento.
Análisis de la flora intestinal
Se recogieron muestras fecales en tubos estériles antes y después de 14 días de AOS o simulación del procedimiento, y se almacenaron a -80°C. En el Suplemento de datos solo en línea, se reseñan los métodos detallados para la identificación y el análisis de la flora intestinal utilizando secuencias de rRNA 16S.
Estadísticas
Los datos de gráficos de líneas y barras se expresan como media ± EEM, los gráficos de caja presentan mediana y cuartiles. Al analizar la presión arterial en varios puntos temporales, se utilizó ANOVA bidireccional de medidas repetidas seguida de una prueba de Holm-Sidak para comparaciones individuales en los casos apropiados. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas si P ≤ 0,05. Las estadísticas empleadas para el análisis de diversos microbiomas se presentan en el Suplemento de datos solo en línea.
Resultados
La AOS actúa sinérgicamente con una dieta hipergrasa para provocar hipertensión en ratas Long Evans La AOS (60 apneas/hora por 8 horas durante el ciclo de sueño) durante 2 semanas no ejerció ningún efecto sobre la presión arterial en ratas de 10 semanas de edad en comparación con ratas de referencia (Figura 1A). De modo similar, la dieta hipergrasa sola (60% de las calorías totales provenientes de grasas durante 5 semanas) no tuvo ningún efecto significativo sobre la presión arterial (Figura 1B). En cambio, cuando la AOS se inició después de 3 semanas de dieta hipergrasa, la presión arterial aumentó 24 y 29 mm Hg después de 1 y 2 semanas de AOS, respectivamente (Figura 1B). Si bien el peso corporal era mayor en las ratas sometidas a dieta hipergrasa (393 ± 10 g) que en las ratas con dieta balanceada normal (376 ± 11 g), la diferencia no fue estadísticamente significativa. Obsérvese que ni la AOS ni la dieta hipergrasa solas indujeron hipertensión, pero cuando se las combinó, las 2 actuaron en forma sinérgica para provocar hipertensión.
La Figura 1C ilustra que la administración de antibióticos orales, una herramienta empleada a menudo para modificar la flora intestinal, previno el aumento de presión arterial en ratas con dieta hipergrasa y sometidas a AOS. Además de modificar la composición de la flora intestinal (Figura 2A), los antibióticos orales reducen de manera sustancial la biomasa intestinal. 16 Estos datos sugirieron que la disbiosis puede desempeñar un papel en la hipertensión inducida por AOS.
La hipertensión inducida por AOS se asocia con alteraciones de la flora intestinal
La Figura 2A demuestra los efectos de la dieta, la apnea y los antibióticos sobre los principales filos de la flora intestinal. La dieta hipergrasa indujo un aumento significativo del cociente Firmicutes:Bacteroidetes (F:B), un signo bien establecido de disbiosis intestinal (Figura 2B).
17 El cociente F:B de las ratas con AOS alimentadas con dieta hipergrasa tendió a ser más bajo que el de las ratas sometidas solo a dieta hipergrasa; sin embargo, este no fue estadísticamente diferente (P = 0,112). Además, la disbiosis intestinal se suele acompañar de una menor diversidad de las bacterias presentes. El índice de riqueza Chao 1, que tiene en cuenta el número total de los distintos géneros presentes, disminuyó de manera significativa después de la dieta hipergrasa (Figura 2C). El índice de Shannon de diversidad, que tiene en cuenta la riqueza y abundancia, no fue estadísticamente diferente entre las ratas que recibieron alimento balanceado y dieta hipergrasa. La AOS no modificó los índices de Shannon ni Chao 1 de las ratas, en comparación con el grupo de referencia correspondiente. En apariencia, un contribuyente importante a la disbiosis intestinal en nuestro estudio fue la dieta hipergrasa.
La Figura 3 muestra los taxones bacterianos (clase, orden, Karumanchi y Granger Los mejores artículos de Hypertension familia y género) que se modificaron por la dieta hipergrasa o por la AOS, según el análisis con LEfSe. 18 Si bien el objetivo de nuestro análisis era clasificar a las bacterias hasta el nivel de género, el carácter incompleto de las bases de datos de referencia bacterianos disponibles solo nos permitió clasificarlas hasta el nivel de clase, orden o familia en algunos casos. Cuando no se pudieron clasificar las bacterias hasta el nivel de género, comunicamos el nivel taxonómico más bajo alcanzado en ese análisis. En la Figura 3, ilustra en el eje horizontal la magnitud del cambio de la abundancia relativa (respecto del log 10 ) de taxones estadísticamente significativos.
Se observaron cambios notorios después de dieta hipergrasa sola (sin AOS), con aumento de la abundancia relativa de 11 taxones (negro en la Figura 3A) y disminución de 9 taxones (blanco), en comparación con ratas que recibieron alimento balanceado solo. En las ratas con dieta balanceada normal, la AOS también provocó varios cambios de los taxones de la flora respecto de las ratas de referencia que recibieron dieta balanceada (Figura 3B). Las ratas sometidas a dieta hipergrasa y AOS mostraron reducciones de la abundancia relativa de 3 taxones en comparación con la flora de las ratas de referencia que recibían dieta hipergrasa (Figura 3C). Sin embargo, en 
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Figura 1. La hipertensión inducida por apnea obstructiva del sueño (AOS) requiere una dieta hipergrasa. A. Las ratas con AOS y de referencia que recibieron una dieta balanceada normal no mostraron diferencia de las presiones arteriales sistólicas (n = 4 por grupo). B. Con dieta hipergrasa, las ratas con AOS presentaron presión arterial sistólica significativamente más alta que las ratas de referencia, después de 7 y 14 días de AOS (n = 10-13 por grupo). C. El tratamiento antibiótico oral previno la hipertensión inducida por AOS (n = 6-9). Los datos se presentan como media ± EEM. *P < 0,05 para grupo de referencia frente a AOS. ATB indica antibiótico; y DHG, dieta hipergrasa.
Figura 2. Disbiosis tras modificaciones de la dieta, apnea obstructiva del sueño (AOS) y tratamiento antibiótico. A. Abundancia relativa de los principales filos de la flora intestinal. B. La dieta hipergrasa aumentó el cociente Firmicutes:Bacteroidetes (F:B). C. La dieta hipergrasa disminuyó la riqueza estimada de la comunidad microbiana (índice Chao 1). D. La dieta hipergrasa o la AOS no afectaron la diversidad de la comunidad microbiana (índice de Shannon). Los datos se presentan como media ± EEM; n = 4-9, *P < 0,05 para simulación de dieta hipergrasa o AOS frente a los grupos de alimentación balanceada respectivos. ATB indica antibiótico; y DHG, dieta hipergrasa. Febrero 2016 este punto de nuestro análisis, no resultó fácilmente evidente que ningún taxón ni grupo de taxones fueran responsables del aumento de presión arterial en ratas con AOS alimentadas con dieta hipergrasa. Se examinaron los posibles metabolitos bacterianos involucrados en la hipertensión de las ratas con AOS alimentadas con dieta hipergrasa mediante análisis con PICRUSt para predecir la abundancia de familias génicas funcionales usando datos de rRNA 16S. Al comparar la flora de las ratas con AOS y dieta hipergrasa con la de las ratas con AOS y dieta balanceada, determinamos que era predecible la regulación negativa de múltiples pasos de la vía metabólica del butirato (p.ej., butanoato). Fue muy notoria la predecible disminución de la abundancia relativa de acetato CoA transferasa, el paso enzimático final en la producción de butirato (Figura S1). El butirato (ácido butírico), un ácido graso de cadena corta (AGCC) producido por fermentación bacteriana de fibras de la dieta en el intestino, ha mostrado desempeñar un papel importante en el mantenimiento de la salud general del intestino. 19, 20 Con una dieta hipergrasa, disminuyó la abundancia relativa de Ruminococcaceae (orden Clostridiales), que son productores prominentes de butirato (Figura 3D). Esta disminución es particularmente significativa porque Ruminococcaceae, que representaba ≈ 20% de las bacterias intestinales en ratas con AOS que recibían alimento balanceado, se redujo a ≈ 10% en las ratas con AOS que recibían dieta hipergrasa (Figura 3D). Miembros del orden Clostridiales, distintos de Ruminococcaceae, también disminuyeron de manera considerable con la dieta hipergrasa (Figura 3E).
Además de los cambios de las bacterias productoras de AGCC, el análisis con LEfSe demostró que los efectos de la dieta y la apnea se caracterizaban por numerosas bacterias involucradas en el metabolismo del lactato, como Lactococcus, Coprobacillus y Holdemania (Figura 3A y 3C). Observamos un aumento de la abundancia relativa del género productor de lactato Lactococcus con dieta hipergrasa, que estaba ausente por completo en caso de dieta balanceada normal. Este género no fue afectado por la AOS (Figura 3F).
El fenotipo hipertensivo de las ratas con AOS es transferible a través del contenido intestinal Para aislar definitivamente el papel del intestino en la hipertensión inducida por AOS, trasplantamos contenido cecal de ratas donantes al tubo digestivo de ratas receptoras, con el objetivo de establecer una flora intestinal similar a la del donante. 21 Las ratas receptoras, que recibían dieta balanceada Figura 3. La dieta y la apnea obstructiva del sueño (AOS) modifican la abundancia relativa de múltiples taxones bacterianos. Se utilizó análisis con LEFSe para identificar y calcular una puntuación del análisis discriminante lineal (ADL) para los taxones que caracterizan a (A) ratas de referencia alimentadas con dieta hipergrasa frente a alimento balanceado, (B) ratas que recibieron alimento balanceado con AOS frente a las de referencia y (C) ratas sometidas a dieta hipergrasa con AOS frente a las de referencia (n = 4-7). En A-C, las puntuaciones positivas del ADL indican el enriquecimiento de taxones en la condición 1 (negro) respecto de la condición 2 (blanco), y las puntuaciones negativas del ADL indican la depleción de taxones en la condición 1 respecto de la condición 2. Dada esta relación, las puntuaciones negativas del ADL también se pueden interpretar como enriquecimiento en la condición 2 (negro) respecto de la condición 1 (blanco). Efectos de la dieta y la AOS sobre la abundancia de (D) Ruminococcaceae, (E) Clostridiales y (F) Lactococcus. Los datos se presentan como mediana y cuartiles; n = 4-7, *P < 0,05 para dieta hipergrasa en el grupo de referencia o con AOS frente a los grupos respectivos que recibieron alimento balanceado. DHG indica dieta hipergrasa. Orden: Clostridiales Género: Lactococcus normal, fueron alimentadas por sonda con contenido cecal de ratas donantes de referencia (normotensas) o con AOS (hipertensas) que recibían dieta hipergrasa (Figura 4A). Todas las ratas receptoras continuaron con alimento balanceado normal y fueron sometidas a 2 semanas de AOS. Recuerde que las ratas con AOS alimentadas con dieta balanceada normal no presentan hipertensión (Figura 1A). Las ratas receptoras que recibieron contenido cecal de un donante de referencia sometido a dieta hipergrasa no mostraron ningún cambio de la presión arterial (Figura 4A). En cambio, las ratas que recibieron contenido cecal de un donante con AOS alimentado con dieta hipergrasa presentaron un aumento de 14 y 32 mm Hg de la presión arterial a los 7 y 14 días de AOS, respectivamente (Figura 4A). El examen de la flora después de 2 semanas de AOS reveló varias diferencias entre las ratas alimentadas por sonda con contenido cecal de donante de referencia normotenso o de donante con AOS hipertenso. Las ratas que recibieron trasplantes cecales de donantes con AOS frente a donantes de referencia mostraron un aumento significativo de la abundancia relativa de bacterias pertenecientes a la familia Coriobacteriaceae, que contiene numerosos géneros que es sabido que producen lactato (Figura 4B). Además, en las ratas sometidas a trasplante cecal de donantes con AOS frente a donantes de referencia, hubo una disminución de ≈ 4 veces de la abundancia relativa del género Eubacterium, que convierte lactato a butirato (Figura 4C).
Familia
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La administración por sonda de contenido cecal a ratas no expuestas no ejerció ningún efecto sobre la presión arterial, independientemente de que el donante fuera de referencia (normotenso) o presentara AOS (hipertenso) (Figura 4D). Estos resultados demuestran que el contenido intestinal de una rata sometida a dieta hipergrasa y AOS pueden inducir hipertensión en la rata receptora pero no es suficiente, ya que se requiere AOS postrasplante.
Discusión
Aportamos evidencia sólida de que la flora intestinal desempeña un papel clave en la aparición de hipertensión en nuestro modelo de AOS. Comunicamos 3 resultados importantes. 1) En nuestro modelo de rata de AOS, se requirió una complicación, como la asociada con dieta hipergrasa, para provocar hipertensión. 2) La disbiosis intestinal, y no otros factores asociados con dieta hipergrasa, intervino en la aparición de hipertensión inducida por AOS. 3) La disbiosis intestinal asociada con hipertensión inducida por AOS implicó disminuciones significativas de las bacterias involucradas en la producción de butirato y aumentos de bacterias involucradas en la producción de lactato.
Hemos demostrado previamente que 2, 4 u 8 semanas de AOS en ratas Long Evans adultas jóvenes (10 semanas de edad) no provocan hipertensión (D. Durgan y R. Bryan, datos no publicados).
14,15 Sin embargo, sí observamos que el efecto de la AOS sola parece, de hecho, ser dependiente del Figura 4. El fenotipo hipertensivo de las ratas con apnea obstructiva del sueño es transferible a través del contenido intestinal. A. Las ratas receptoras con AOS alimentadas por sonda con contenido cecal de donantes con AOS y dieta hipergrasa, pero no aquellas cuyo un donante de referencia fue sometido solo a dieta hipergrasa, mostraron aumentos significativos de la presión arterial sistólica después de 7 y 14 días de AOS. B. Los receptores sin exposición previa alimentados por sonda con contenido cecal de donantes con dieta hipergrasa y AOS o del grupo de referencia no mostraron ningún cambio de la presión arterial sistólica. Efectos de los trasplantes cecales del grupo de dieta hipergrasa, referencia y AOS sobre la abundancia de (C) Coriobacteriaceae y (D) Eubacterium en receptores con AOS alimentados con dieta balanceada. Los datos se presentan como media ± EEM (A y B), y mediana y cuartiles (C y D) n = 4, *P < 0,05 para el receptor con AOS frente al receptor de referencia. Febrero 2016 esfuerzo. 23 En este estudio, demostramos que las ratas Long Evans requieren una complicación para que la AOS provoque hipertensión (Figura 1). El objetivo de combinar dieta hipergrasa con apneas fue simular cuadros humanos en los que la AOS se suele acompañar de otros trastornos (obesidad, diabetes mellitus, envejecimiento).
1-3 Ni la AOS sola ni la dieta hipergrasa sola modificaron la presión arterial, pero las 2 actuaron sinérgicamente para causar hipertensión. Cabe destacar que, en seres humanos, a menudo se desestima una posible sinergia entre AOS y enfermedades concomitantes.
Si bien estudios previos mostraron una correlación interesante entre disbiosis intestinal e hipertensión en modelos de rata y seres humanos, no se había establecido antes una relación causa-efecto directa. 24, 25 Nuestros estudios de trasplante cecal van más allá de una asociación o correlación y demuestran de manera concluyente la participación del intestino en la hipertensión inducida por AOS (Figura 4). Más aún, demostramos que los cambios de la flora intestinal resultan tanto de la dieta hipergrasa como de la AOS (Figuras 3 y 4).
El análisis de la flora intestinal reveló disminución de las bacterias asociadas con la producción de butirato, un AGCC, y aumento de las bacterias asociadas con la producción de lactato. Los AGCC, butirato, propionato y acetato, son producidos por numerosas especies bacterianas cuando la fibra de la dieta fermenta en el colon. Cada uno de estos AGCC es beneficioso para mantener la salud y la homeostasis intestinal. Lo más prominente es que el butirato ha mostrado conferir cardioprotección, reducir la obesidad y mejorar la sensibilidad a la insulina al mantener la función de barrera del intestino, reducir la inflamación e inhibir la desacetilación de histonas para modificar la regulación de la transcripción. 19 Además, los AGCC pueden ser absorbidos hacia la circulación y afectar la presión arterial por activación de diversos receptores acoplados a la proteína G de la pared vascular. 16 Nuestro análisis reveló que las ratas con AOS y dieta hipergrasa (hipertensas) tenían menor abundancia de múltiples taxones productores de butirato (Figura 3). Una disminución de la producción de butirato podría desestabilizar la barrera epitelial intestinal por los mecanismos mencionados antes o aumentar el tono vascular, en especial del riñón, e inducir hipertensión cuando la rata es sometida a AOS.
Las concentraciones plasmáticas de lactato se asocian con un aumento de la presión arterial. 26 En nuestro modelo, una dieta hipergrasa indujo un aumento de la abundancia relativa de los géneros productores de lactato Lactococcus y Coprobacillus (Figura 3A y 3F). Además, observamos una disminución de la familia Ruminococcaceae (Figura 3D), que guarda una correlación negativa con las concentraciones plasmáticas de lactato. 27 Estos hallazgos demuestran alteraciones significativas de la flora intestinal de las ratas con hipertensión inducida por AOS, con un descenso general de las bacterias productoras de butirato y un aumento de las productoras de lactato. Ya se habían comunicado cambios similares de los productores de butirato y lactato en modelos de rata con hipertensión espontánea e hipertensión por angiotensina II.
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Respaldando la idea de que la alteración de la producción microbiana de butirato y lactato contribuye a la hipertensión inducida por AOS, se observaron cambios similares de la comunidad microbiana después del trasplante de flora, con disminución de los productores de butirato y aumento de los productores de lactato (Figura 4). Cabe destacar que nuestros estudios no demostraron de manera concluyente que el butirato o el lactato fueran responsables de la hipertensión inducida por AOS. Sin embargo, nuestros estudios sí orientan hacia hipótesis mecanísticas que examinen cómo la disbiosis actúa sinérgicamente con la AOS para provocar hipertensión. La estimulación del sistema nervioso simpático del intestino compromete la función de barrera intestinal y puede alterar la flora. 28, 29 Es importante señalar que la AOS es un estímulo potente del sistema nervioso simpático.
1 En conjunto, los efectos de la disbiosis inducida por dieta hipergrasa y la activación simpática por AOS pueden causar mayor disbiosis, ruptura de la barrera intestinal, translocación de bacterias o endotoxinas intestinales e inflamación sistémica, lo que ha mostrado contribuir a la aparición de hipertensión en diversos modelos.
30
Perspectivas
La flora intestinal desempeña un papel crucial en la modulación del metabolismo, la inmunidad y la inflamación del huésped. Hay estudios que vincularon la disbiosis intestinal con patologías ajenas al aparato digestivo, como obesidad, diabetes mellitus y aterosclerosis. Estudios previos han demostrado una asociación entre disbiosis intestinal e hipertensión; sin embargo, se carecía de una relación causal directa entre las 2. Demostramos que la disbiosis intestinal inducida por dieta hipergrasa no solo se asocia con la hipertensión inducida por AOS, sino que es un componente de base de ella. Nuestros estudios demuestran una relación importante entre disbiosis intestinal y presión arterial, y sugieren que la manipulación de la flora puede ser promisoria como tratamiento de la hipertensión.
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